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(54) Tide: BIOCHIP AND BIOCHIP READING DEVICE COMPRISING A PLURALITY OF ZONES FOR MOLECULAR RECOGNI- 
TION 

(54) Titre: BIOPUCE ET DISPOSITTF DE LECTURE D'UNE BIOPUCE COMPORTANT UNE PLURALITE DE ZONES DE 
RECONNAISSANCE MOLECULAIRE 

(57) Abstract 

The invention concerns a biochip 
reading device (10) comprising a plural- 
ity of molecular recognition zones and a 
plurality of optical positioning markers, 
associated with the recognition zones, the 
device comprising: an optical head (20) 
capable of projecting on the biochip an 
excitation light; means (14) and/or (24) 
for relative displacement of said head and 
said biochip; an optical analysis system 
(40), associated with the optical head for 
receiving a light capable of being derived 
from the recognition zones; an optical po- 
sitioning system (60), associated with the 
optical head for receiving a light capable 
of being derived from at least one guide 
track and/or one positioning marker; and 
means (70) for automatically controlling 
the optical head scanning. The invention 
is applicable to biological and chemical 
analysis. 
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(57) Abrege* 

Dispositif dc lecture d'une biopuce (10) comportant une plurality de zones de reconnaissance moleculaire et une plurality de reperes 
optiques de positionnement, associes aux zones de reconnaissance, le dispositif comportant: une tete optique (20) apte a projeter sur la 
biopuce une lumifcre d'excitation; des moyens (14) et/ou (24) de defacement relatif de ladite tfite et ladite biopuce; un systeme optique 
(40) d' analyse, associ6 a la tfcte optique pour recevoir une lumiere susceptible de provenir des zones de reconnaissance; un systeme optique 
(60) de positionnement, associe* a la t&te optique pour recevoir une lumiere susceptible de provenir d'au moins une piste de guidage et/ou 
un rcpere de positionnement, et des moyens (70) d'asservissement du balayage de la tete optique. Applications a 1* analyse biologique et 
chimique. 
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BIOPUCE ET DISPOSITIF DE LECTURE D ' UNE BIOPUCE 
COMPORT ANT UNE PLURALITE DE ZONES DE RECONNAISSANCE 

MOLECULAIRE 

Domaine technique 
5 La pr^sente invention concerne une biopuce 

comportant une pluralite de zones de reconnaissance 
moleculaire et un dispositif de lecture d'une telle 
biopuce. On entend par biopuce, une puce ou un support 
pr£sentant a sa surface une ou plusieurs zones, dites 

10 zones de reconnaissance, £quipees de molecules 
pr^sentant des propriety de reconnaissance. Dans la 
suite du texte, et par abus de langage, le terme 
biopuce est utilise independamment de la destination de 
la puce a une analyse chimique ou biologique. 

15 Les molecules de reconnaissance peuvent £tre, 

par exemple, des oligonucleotides, des polynucleotides, 
des prot£ines telles que des anticorps ou des peptides, 
des lectines ou tout autre syst&ne du type ligand- 
recepteur. En particulier, les molecules de 

20 reconnaissance peuvent comporter des fragments d'ADN ou 
d'ARN. 

Lorsque la biopuce est mise en contact avec un 
echantillon a analyser, les molecules de reconnaissance 
sont susceptibles d'interagir, par exemple par 

25 complexation ou par hybridation avec des molecules 
dites "molecules cibles" de 1 • echantillon. Airisi, en 
equipant une biopuce d'une pluralite de zones de 
reconnaissance avec dif ferentes molecules de 
reconnaissance selectivement sensibles a diff^rentes 

30 molecules-cibles, il est possible de detecter et 
eventuellement de quantifier une grande variete de 
molecules contenues dans 1 'echantillon. Chaque zone de 
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reconnaissance comporte un seul type de molecules 
identiques . 

Les complexes formes sur la biopuce peuvent 
etre reperes au moyen d'un marquage fluorescent 
applique aux molecules cibles de 1 1 dchantillon. 

Le dispositif de lecture objet de 1- invention 
est destine a faciliter 1' operation de lecture des 
molecules marquees ou non, susceptibles d'etre 
presentes dans les zones de reconnaissance d'une puce. 

La lecture de zones de reconnaissance peut en 
effet etre realis^e egalement sans presence de 
marqueur, une telle technologie etant deja bien connue 
de l'6tat de la technique. Parmi les methodes directes 
de detection d ' hybridation, on peut distinguer 
notamment la detection de la variation de la masse, de 
la variation d'^paisseur et de la variation d'indice. 
On connait Egalement des methodes photothermiques qui 
sont d^crites dans le document (1) dont la reference 
est precisee a la fin de la description. Enfin, Boccara 
et al. ont decrit dans les documents (2) et (3) une 
technique de deflexion photothermique . Des 
perfectionnements de cette technique sont ensuite 
apparus dans le document (4) . Les r6f£rences de ces 
documents sont precis<§es a la fin de la description. 

Ainsi, 1' invention trouve des applications dans 
les domaines de 1' analyse biologique et chimique. 

Des applications particuli&res dans le domaine 
de 1' analyse biologique peuvent etre la recherche de 
polymorphismes et de mutations, le sequengage par 
hybridation et le suivi de 1' expression de genes. 
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Etat de la technique anterieure 

Le nombre de zones de reconnaissance d'une puce 
est variable en fonction du type d' analyse que l'on 
souhaite effectuer. Aussi, on distingue les puces dites 
5 de "basse densite" qui comportent de quelques dizaines 
a quelques centaines de zones de reconnaissance et les 
puces dite de "haute densit6" qui peuvent comporter 
plusieurs milliers a plusieurs centaines de milliers de 
telles zones. 

10 Sur les puces de haute densite les zones de 

reconnaissance presentent des tailles r^duites. 
L ' extension des zones est en effet inferieure a lOOum, 
voire inferieure a lO^m. 

Comme indique precedemment , le rep^rage des 

15 complexes formes sur une biopuce fait appel a des 
marqueurs f luorescents . Les marqueurs, par exemple, la 
fluoresceine ou la phycoerythrine, peuvent §tre couples 
directement sur les molecules cibles de 1 1 6chantillon a 
analyser. Les molecules cibles peuvent aussi §tre 

20 marquees par 1 ' intermediaire de groupements de 
reconnaissance indirecte, tels que la biotine ou la 
digoxigenine . 

Ainsi, lorsque des molecules de reconnaissance 
d'une zone de reconnaissance donn6e ont interagi ou se 

25 sont hybridees avec des molecules cibles marquees, le 
marqueur fluorescent se trouve fix£ sur ces zones. 

La lecture d'une biopuce comporte 1' excitation 
des marqueurs f luorescents sous I 1 effet d'une lumi^re 
dite lumi^re d' excitation dirig^e sur la puce, et 

30 1 • enregistrement , pour chaque zone de reconnaissance, 
de la fluorescence provoquee par la lumi&re 
d' excitation. 
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La detection d'une fluorescence dans une zone 
de reconnaissance, permet, en connaissant le type de 
molecule de reconnaissance presente en cette zone, de 
conclure a la presence dans 1 • echantillon a analyser de 
5 molecules cibles (marquees) susceptibles d'interagir 
avec la molecule de reconnaissance connue. 
Eventuellement, I'intensite de la fluorescence peut 
etre mesuree pour en deduire la concentration des 
molecules cibles concernees de 1 ' echantillon. 
10 A titre d' illustration de ces techniques, 

notamment dans les domaines de la biologie gen^tique, 
on peut se reporter aux documents (6), (7) et (8). dont 
les r6f£rences sont prdcisees a la fin de la presente 
description, 

15 Pour des biopuces de basse densite, la lecture 

des zones de reconnaissance peut etre effectuee avec 
des stations d'imagerie equip£es de cameras a couplage 
de charge (CCD) . Ces stations sont cependant mal 
adaptees aux puces a haute density. En effet, les 

20 cameras CCD devraient presenter un nombre considerable 
de pixels de detection, et, comme les flux de lumi^re 
de fluorescence sont particuli^rement faibles pour les 
puces a haute densite, les cameras devraient de plus 
etre refroidies pour ameliorer leur rapport de signal 

25 sur bruit. 

Ainsi pour les puces de haute densite, on fait 
appel a des scanners & fluorescence permettant de 
balayer la puce pour en analyser ' successivement les 
zones de reconnaissance. 

3 0 Ces scanners sont equipes d'un syst^me optique 

confocal, associe a un capteur photo61ectrique, pour 
enregistrer la 'fluorescence de chaque zone. Le scanner 
permet d* observer des objets avec une tres bonne 
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resolution spatiale (de 1 a 10um) et le syst&me optique 
confocal permet de s'affranchir des effets demissions 
lumineuses parasites (autof luorescence, reflexion 
speculaire, . . . ) . 
5 A titre d 1 illustration d'un scanner pour des 

puces de haute densite, on peut se reporter au document 
(4) dont la reference est egalement indiqu^e k la fin 
de la description. 

Les scanners a fluorescence delivrent des 

10 signaux electriques dont on fait 1 1 acquisition pour 
former une image, a deux dimensions, de la biopuce. Les 
signaux sont egalement exploites pour reconnaitre la 
structure spatiale de la surface de la biopuce et pour 
reperer et delimiter les zones de reconnaissance qui 

15 s'y trouvent. 

Enfin, l'intensite du signal pour chaque zone 
de reconnaissance est enregistree comme resultat 
d' analyse. 

Ces rdsultats d' analyse peuvent ensuite faire 
20 l'objet d'un traitement informatique adapte pour en 
tirer une information biologiquement ou chimiquement 
pertinente. 

II s'av£re que le traitement des signaux 
indique ci-dessus presente 1 1 inconvenient de n6cessiter 
25 un grand nombre de points de mesure, ou de pixels, pour 
chaque zone de reconnaissance. 

En effet, la delimitation precise de chaque 
zone de reconnaissance necessite de disposer d'une 
density de pixels-images suffisante pour chaque zone de 
30 reconnaissance. 

On constate, de fagon pratique, que pour 
effectuer un traitement du signal dans des conditions 
accep tables, un nombre de pixels de l'ordre de 36 a 64 
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est necessaire pour chaque zone de reconnaissance, 
selon sa taille. 

Ainsi, le traitement du signal pour des 
biopuces de haute densite requiert des moyens 
5 informatiques de traitement et de memorisation 
considerables. Le traitement est done coGteux. 

En outre, la segmentation de 1 1 image selon les 
zones de reconnaissance n'est pas parfaitement fiable. 

Les documents (9) et (10), dont les references 

10 sont precisees a la fin de la presente description, 
decrivent d'autres possibilites de lecture d'une 
biopuce permettant d'eviter dans une certaine mesure 
les difficultes ci-dessus. 

Le document (9) pr^voit de mettre en place sur 

15 la puce des elements de reconnaissance et de reperage 
permettant de faciliter la lecture, et permettant 
d*envisager la lecture de biopuces en utilisant des 
dispositifs de lecture, tels que les lecteurs de 
disques optiques compacts (CD-ROM) . 

20 En effet, dans le document (9), les auteurs 

decrivent un traitement biochimique de biopuces dans le 
but de les rendre lisibles sur un dispositif de lecture 
de diffusion grand public (notamment les lecteurs de 
disques optiques compacts CD-ROM). Avant 1' analyse de 

25 1 1 echantillon contenant les molecules cibles k 
analyser, les zones de reconnaissance moleculaire de la 
biopuce sont recouvertes d'une pellicule ref lechissante 
formee par des billes metalliques ancrees a sa surface 
par des molecules "ponts". Ces billes ref l^chissantes 

30 sont f onctionnalisees pour pouvoir 6galement accrocher 
des molecules cibles de 1 1 Echantillon. Durant 
1 'hybridation, une m&me molecule cible doit done etre 
accroch^e en deux points : d'une part k la surface de 
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la biopuce, sur les zones de reconnaissance 
moleculaire, et d' autre part sur la surface d'une des 
billes metalliques situee au-dessus de cette zone de 
reconnaissance. Apr£s hybridation, un traitement 
5 chimique approprie casse les molecules ponts ancrant 
les billes metalliques k la surface, et la surface de 
la biopuce est rinc£e. Seules les billes metalliques 
alors retenues k la surface par un nombre minimum de 
molecules cibles, res tent presentes, et forment autant 

10 de "bits" d' information biologique . 

Avec le traitement propose dans le document 
(9) , une etape biochimique suppl&nentaire est 
n^cessaire & 1' analyse. Celle-ci reside dans le clivage 
des molecules ponts. De plus, 1 1 hybridation des 

15 molecules cibles sur les zones de reconnaissance est 
tres ralentie par la presence des billes metalliques 
qui diminuent considerablement la vitesse de diffusion 
des molecules cibles vers la surface supportant les 
zones de reconnaissance. L ' analyse risque done d'etre 

20 tres lente. En outre, la relation qui existe . entre le 
nombre de billes metalliques restant finalement 
accrochees & la surface et la concentration initiale de 
molecules cibles dans 1 1 echantillon, n'est pas une 
relation permettant une quantification aisee. II s'agit 

25 plutdt d'une relation en marche d'escalier. (Au-dessous 
d'un seuil, les billes ne res tent pas accrochees ; au- 
dela, elles restent accrochees. La gamme dynamique dans 
laquelle le nombre de billes restantes est 
intermediaire, et done dans laquelle une quantification 

30 est possible, est probablement trks faible.) 

Selon le document (10) , la biopuce est equipee 
de rep£res associes aux zones de reconnaissance. Ces 
reperes sont cependant distincts des molecules de 
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reconnaissance et physiguement separes des zones de 
reconnaissance. Les reperes peuvent etre detectes 
independamment d'une reaction d' hybridation ou de 
complexation lors du balayage de la biopuce. 
5 D&s lors que la position des reperes est 

connue, on peut mesurer le temps ecoule entre la 
detection successive de deux reperes pour etablir une 
fonction reliant la position relative du scanner sur la 
biopuce. Cette fonction peut servir a determiner avec 

10 plus de precision le lieu des zones de reconnaissance 
sur la biopuce. 

L* utilisation de reperes sur la biopuce permet 
en definitive d'am^liorer la localisation des zones de 
mesure et en faciliter ainsi la lecture. 

15 Toutefois, pour guider avec precision le 

syst&ne optigue du scanner sur les zones de 
reconnaissance il convient de contr61er de fagon 
suf f isamment fine le deplacement relatif de la biopuce 
et/ou du systeme optique de lecture du scanner. 

20 Ce contr61e ne pose pas trop de difficult^ 

lorsque les zones de reconnaissance sont suffisamment 
grandes et peu nombreuses . Le deplacement relatif de la 
biopuce et du systeme optique peut etre effectu6 
efficacement avec des moyens mecaniques relativement 

25 peu coflteux. 

Par contre, pour des puces de haute densite, 
dont les zones de reconnaissance presentent des 
dimensions qui n'excedent pas quelques microns, des 
moyens mecaniques extrdmement precis sont 

3 0 indispensables pour garantir un balayage correct des 
zones de reconnaissance, et l'obtention d'une image 
nette et non deformee. 
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Des moyens mecaniques extremement precis sont 
egalement indispensables pour obtenir un balayage k 
vitesse r^guliere des zones de reconnaissance de petite 
taille afin de pouvoir corriger 1* image obtenue, et 
5 exploiter 1 1 image en fonction du deplacement. 

A titre d' illustration, pour une puce de haute 
density, comprenant par exemple 300x300 zones de 
reconnaissance adjacentes. de 20pm de c6te, et pour un 
echantillonnage de mesure typique de 7x7 points, il 

10 faut une resolution de deplacement de 3pm, une 
precision sur ce deplacement de lpm (+0,5pm) et une 
repetabilite de positionnement de lpm (+0,5pm). La 
vitesse de deplacement doit etre constante et le 
paralieiisme des d^placements pour le balayage doit 

15 etre garanti a 0,3 mrad pres. Une mecanique bas cotlt ne 
presente pas ces caracteristiques. 

Par ailleurs, pour assurer la mise au point du 
systfeme optique, avant la lecture de la puce, il faut 
orienter la puce dans l'espace et la deplacer avec une 

20 resolution de 10pm, une precision de Spin environ et une 
repetabilite de l'ordre de 10pm. Ces caracteristiques 
sont indiquees pour une profondeur de section de 100pm 
du syst&me optique. La reduction de la profondeur de 
section k 10pm impose alors, sur la mise au point, une 

25 resolution minimale de 2,5pm, une precision de 0,5pm et 
une repetabilite de 1pm. 

L 1 exigence de moyens mecaniques de precision 
rend les dispositifs de lecture de biopuces 
particuli^rement onereux. 

30 De plus, comme la surface des zones de 

reconnaissance des biopuces de haute densite est 
faible, il est necessaire de balayer les biopuces de 
fagon lente pour collecter une quantite d'energie 
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lumineuse suffisante pour chaque echantillonnage de 
chaque zone de reconnaissance. 

Or, un balayage lent rend 1* analyse de la 
biopuce exager^ment long des lors que celle-ci comporte 
5 un nombre eleve de zones de reconnaissance. 

La quantity de lumiere produite par la 
fluorescence peut etre legerement augmentee en excitant 
les marqueurs des molecules cibles au moyen de lasers 
puissants. Cependant, 1 * utilisation de tels equipements 
10 augmente encore le coQt des dispositifs de lecture, 

L'etat de la technique est egalement illustre 
par les documents (11), (12) et (13). Le document (11) 
se rapporte a la detection et a la quantification de 
cellules, mais non a la reconnaissance moleculaire . Les 
15 documents (12) et (13) d^crivent des syst&mes de 
lecture avec des m^canismes de positionnement lents qui 
ne posent pas les problemes d'une lecture "en temps 
reel". 

20 Expose de 1 1 invention 

Un but de la presente invention est de proposer 
un dispositif de lecture de biopuces ne presentant pas 
les difficultes mentionnees ci-dessus. 

Un but est en particulier de proposer un tel 
25 dispositif qui soit d'un cotlt reduit et qui permette de 
lire des biopuces de haute densite. 

Un but est aussi de proposer un tel dispositif 
permettant de balayer plus rapidement les puces, et de 
reduire ainsi le temps d' analyse, sans compromettre la 
30 qualite des mesures. 

Un autre but est encore de proposer un 
dispositif capable de reperer rapidement la position et 
1 'orientation d*une zone de reconnaissance sans 
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effectuer une acquisition surdchantillonnEe de 1 1 image 
de la puce. 

L ' invention a egalement pour but de proposer 
une biopuce adaptee audit dispositif de lecture de 
5 fagon k r£duire au maximum le coftt des mEcanismes de 
balayage . 

Pour atteindre ces buts, 1 1 invention a plus 
precisement pour objet un dispositif de lecture en 
temps reel d'une biopuce comportant une pluralite de 

10 zones de reconnaissance et une plurality de reperes 
optigues de positionnement, les zones de reconnaissance 
comportant des fragments d'ADN ou d'ARN et occupant par 
rapport aux reperes optiques de positionnement, des 
emplacements predetermines, le dispositif comportant : 

15 - une tete optique apte a projeter sur la biopuce une 
lumiere incidente, 

- des moyens de deplacement relatif de la tete et de 
ladite biopuce, aptes a effectuer un balayage de la 
biopuce, 

20 - un premier systeme optique, dit systeme d' analyse 
associ£ ci ladite t&te optique pour projeter sur au 
moins un premier capteur electrooptique une lumiere 
susceptible de provenir des zones de reconnaissance, 

- un deuxi£me syst&me optique, dit systeme de 
25 positionnement, associ£ h la tete optique pour 

projeter sur au moins un deuxieme capteur 
Electrooptique une lumiere susceptible de provenir 
d'au moins un rep&re de positionnement, et 

- des moyens d' asservissement des moyens de deplacement 
30 de ladite t§te optique pour controler les moyens de 

deplacement en fonction de signaux electriques du 
capteur electrooptique du systeme optique de 
positionnement, 
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dans lequel : 

- les moyens de deplacement comportent des moyens de 
deplacement macroscopique (a grande echelle) et de 
moyens de deplacement microscopique (a petite 

5 echelle) , et dans lequel 

- les moyens d' asservissement sont connects aux moyens 
de deplacement microscopique. 

Dans la suite du. texte, 1* expression "lumiere 
susceptible de provenir des molecules marquees..." sera 

10 employee par commodity pour designer la lumiere 
susceptible d'etre £mise en fluorescence, ou reflechie, 
ou diffus6e, ou r£fract£e depuis les zones de 
reconnaissance, en reponse k la lumi&re incidente, par 
exemple par des groupements specifiques dquipant des 

15 . molecules marquees ou non. 

Des deplacements microscopiques sont utilises 
pour affiner la position de la t§te optique selon au 
moins un des trois axes. (Un premier axe correspondant 
a l'axe optique du premier systeme optique, et deux 

20 axes perpendiculaires au premier axe) . 

On entend par zone de reconnaissance une 
portion de la biopuce qui pr^sente a sa surface des 
molecules presentant une propri£te de reconnaissance 
d'un type donne de molecules cibles. 

25 L' asservissement du balayage de la t§te optique 

aux signaux electriques du systeme de positionnement 
permet de corriger en temps r£el le deplacement relatif 
de la puce et de la tete optique, et d'obtenir un 
positionnement extremement precis avec des moyens 

30 mecaniques de deplacement peu co\lteux. En particulier, 
il devient possible d'utiliser des moyens mecaniques 
tels que les actionneurs qui equipent usuellement les 
lecteurs de disques compacts. 
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L ' ass ervis semen t permet en outre d'obtenir un 
emplacement relatif homogene en vitesse en vue d'une 
lecture en continu de la fluorescence des zones de 
reconnaissance . 

5 11 convient a ce sujet de preciser que le 

syst&me optique de positionnement , associe aux moyens 
d' asservissement , constitue un moyen permettant la 
lecture en temps reel . de la biopuce. En d'autres 
termes, ce moyen permet de connaitre en temps r£el la 

10 position de lecture par rapport aux zones de 
reconnaissance et/ou aux reperes optiques de 
positionnement . 

De plus, la precision de la mise au point 
obtenue par 1 1 asservissement permet d'utiliser un 

15 systeme optique confocal avec une faible profondeur de 
section de fagon a r^duire 1 1 influence d'une lumiere 
parasite provenant du substrat de la biopuce. Ainsi une 
meilleure dynamique de signal peut §tre obtenue. 

Les systemes optiques du dispositif de lecture, 

20 affranchis de la lumi&re parasite, gr&ce & une faible 
profondeur de section, peuvent £tre r6alis£s avec une 
ouverture num£rique plus grande et collecter par 
consequent davantage de lumiere. Une lecture plus 
rapide est par consequent possible et/ou la source de 

25 lumiere incidente peut §tre moins puissante. 

Selon un aspect de 1' invention, les moyens de 
deplacement relatif peuvent comporter des premiers 
moyens de deplacement macroscopique (a grande 6chelle) 
et des moyens de deplacement microscopique (a petite 

30 echelle) . Dans ce cas, comme indiqu£ pr£c6demment , les 
moyens d' asservissement pilotent les moyens de 
deplacement microscopique. 
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Selon un autre aspect avantageux de 
1' invention, la tete optique peut comporter une 
lentille de focalisation et au mo ins un actionneur de 
deplacement axial de mise au point de la lentille. Un 
5 troisieme systeme optique, dit de mise au point, peut 
etre associe a la tete optique pour projeter sur un 
troisieme capteur electrooptique une lumiere provenant 
d'une reflexion de la lumiere incidente sur la biopuce, 
et des moyens d ' asservissement de mise au point, relics 

10 a 1 1 actionneur, peuvent etre prevus pour contr61er le 
deplacement de mise au point de la lentille. 

Grace aux moyens d ■ asservissement de la mise au 
point, la lecture des zones de reconnaissance peut §tre 
effectu^e de fagon continue en meme temps que la mise 

15 au point. Cette caracteristique permet en outre de ne 
pas perdre le rep^rage sur la biopuce et permet 
d'augmenter la precision des mesures, independamment 
des conditions de balayage. 

Selon une realisation particuli^re simplifiee 

20 du dispositif, celui-ci peut comporter un systeme 
optique unique incluant les premier et deuxi&ne 
systemes optiques et au moins un capteur dlectrooptique 
commun aux premier et deuxieme systemes optiques, ledit 
capteur optique commun recevant non seulement la 

25 lumiere provenant des zones de reconnaissance 
moleculaire, mais encore la lumiere provenant des 
reperes de posit ionnement . Le capteur commun est alors 
relie a un systeme de trait ement du signal et aux 
moyens d* asservissement du balayage de la t§te optique. 

30 Dans cette realisation, le capteur optique 

commun delivre par consequent des signaux qui servent a 
la f ois k 1 ' analyse de la fluorescence et k 
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1 'asservissement du displacement relatif de la puce et 
de la t&te optique (balayage) . 

L 1 invention concerne egalement une biopuce 
comportant une plurality de zones de reconnaissance et 
5 une plurality de reperes optiques de positionnement . 

ConformSment k 1' invention, les zones de 
reconnaissance sont superpos^es, en tout ou partie, aux 
reperes optiques de positionnement de faqon k recouvrir 
tout ou partie desdits reperes. 

10 Les reperes optiques de positionnement, 

associes aux zones de reconnaissance, comportent par 
exemple des plages ref 16chissant la lumi£re 
d' excitation. lis permettent d'orienter la biopuce, de 
reperer les emplacements des zones de reconnaissance, 

15 et d'effectuer un balayage precis, independamment du 
fait qu'une hybridation ait eu lieu ou non. Les reperes 
optiques de positionnement peuvent se presenter en 
particulier sous la forme de pistes dites pistes de 
guidage . 

20 Selon un aspect particulier, les reperes de 

positionnement peuvent etre congus de fagon a presenter 
pour la lumi^re de lecture incidente une certaine 
reflectivity, differente de celle des zones de 
reconnaissance qui sont adjacents. 

25 Selon une possibilite particuli^re de 

realisation de la puce, un repere optique peut etre 
respectivement associS k chaque zone de reconnaissance. 
II n'est ainsi pas n^cessaire de former une image de 
1* ensemble de la biopuce pour connaitre 1 ■ emplacement 

30 de chaque zone. 

Ainsi, la possibilite de determiner precisement 
1 ■ emplacement des zones de reconnaissance permet 
d'effectuer des mesures precises, sans sur- 
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echantillonnage, et avec un nombre de pixels reduit 
pour chaque zone de reconnaissance. 

En outre, dks lors que chaque zone de 
reconnaissance est rep£ree, il est possible d'effectuer 
5 une analyse locale pour une ou plusieurs zones donn^es 
en deplagant la t§te optique ou la puce, de fagon a 
diriger directement la tete en face de la ou des zones 
souhait^es. 

Plusieurs possibilites sont offertes pour 
10 enregistrer la lumi^re provenant des zones de 
reconnaissance de la puce. 

Selon une premiere possibility on peut 
immobiliser la tete optique en face d'une zone de 
reconnaissance et effectuer une acquisition du signal 
15 pendant un temps determine, puis passer k une zone 
suivante. 

Comme indique precederament , les rep^res 
optiques et les moyens d' asservissement permettent de 
positionner la tete avec suf f isamment de precision pour 

20 qu'une analyse fiable puisse §tre effectu6e. De plus, 
les reperes optiques permettent de localiser 
precisement une zone de reconnaissance meme dans un cas 
ou celle-ci n'emet aucune lumiere de fluorescence. 

Les signaux de capteurs peuvent aussi etre 

25 acquis "a la volee" , en deplagant continQment la tete 
optique le long d'une pluralite de zones de 
reconnaissance placees cote a cote de sorte que les 
zones de reconnaissance constituent un recouvrement de 
la surface active de ' la biopuce, par exemple par 

30 juxtaposition. Dans ce cas on integre les signaux pour 
determiner la quant ite de lumiere regue pendant le 
temps mis pour balayer une ou plusieurs zones de 
reconnaissance . 
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Des fluctuations de la vitesse de d^placement 
sont cependant susceptibles d'affecter 1' analyse de la 
quantity de lumi^re 6mise par unite de temps par les 
zones de reconnaissance. 
5 Ainsi, selon une deuxi£me possibility 

d' analyse, on peut normaliser les signaux acquis en 
fonction d'un temps s'6coulant entre le passage de la 
t§te optique en face de reperes de positionnement 
successifs associ^s aux zones de reconnaissance 

10 parcourues . 

Selon une troisieme possibility correspondant 
egalement a une acquisition "k la volde" , on peut 
asservir continument la vitesse de deplacement relatif 
de la t§te optique et de la puce en chronom£trant le 

15 temps ecoule entre le passage de la t§te en face des 
reperes successifs. 

L ' invention concerne encore une biopuce apte a 
etre lue par un dispositif tel que decrit pr6cedemment , 
dans laquelle les zones de reconnaissance moleculaire 

20 sont superposees en tout ou par tie aux reperes de 
positionnement, de fagon a les recouvrir partiellement 
ou totalement. 

Cette caracteristique est particulierement 
avantageuse car elle £vite un encombrement de la 

25 surface de la biopuce par les reperes de 
positionnement. Elle permet en effet, de laisser une 
plus grande par tie, voire 1' ensemble, de la surface de 
la puce disponible pour les zones de reconnaissance 
moleculaire. 

30 Les reperes de positionnement permettent 

d'orienter la biopuce mais aussi de reperer et 
d' identifier les zones de reconnaissance. A cet effet, 
celles-ci occupent de preference, par rapport aux 
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rep&res de posit ionnement des emplacements 
pr6d6termin£s . 

Des reperes de positionnement tres fins peuvent 
suffire pour positionner la biopuce et/ou identifier 
5 les zones de reconnaissance. 

II s'av^re toutefois qu'une bonne precision 
n'est obtenue qu'avec des reperes de positionnement 
dont la surface n'est pas n^gligeable devant celle des 
zones de reconnaissance mol^culaire auxquelles ils sont 
10 associ^s. 

La caracteristique selon laquelle les rep&res 
de positionnement sont disposes de fagon k £tre 
chevauch^s en tout ou partie par les zones de 
reconnaissance moleculaire permet d'augmenter. leur 
15 surface, et ainsi am^liorer 1 1 asservissement du 
positionnement de la biopuce par rapport au dispositif 
de lecture. La precision de la lecture est 6galement 
augment 6e. 

Lorsque les reperes de positionnement se 
20 presentent sous la forme de pistes de guidage, 
destinees a etre suivies par un pinceau de lumiere 
incident pour 1 ' asservissement du positionnement, il 
est souhaitable que la largeur de la piste ne soit pas 
negligeable devant la largeur du pinceau de lumiere. 
25 Un rep^rage de la piste avec une excellente 

precision peut §tre obtenu avec des reperes de 
positionnement dont la surface occupe de l'ordre de 30% 
a 100% de la surface totale de la puce. 

En raison du coftt de fabrication des biopuces, 
30 rapporte a leur surface utile, le chevauchement des 
zones de reconnaissance et des reperes de 
positionnement apparait de plus comme un avantage 
economique. 
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En outre, 1 1 augmentation de la surface des 
reperes de positionnement en facilite la lecture et 
permet d'utiliser des dispositifs de lecture avec une 
puissance lumineuse moindre et avec une moindre 
5 sensibility. 

Ceci reduit alors * egalement le coGt des 
dispositifs de lecture. 

Enfin, la possibility d'utiliser une source de 
lumiere de moindre intensite pour le positionnement, 
10 reduit les risques d'inhiber ou de bruler les marqueurs 
fluorescents susceptibles d'etre presents sur les zones 
de reconnaissance mol£culaire. 

Par ailleurs, les reperes de positionnement 
peuvent etre congus pour £tre sensiblement transparents 
15 k au moins une lumiere de fluorescence susceptible 
d'etre 6mise depuis les zones de reconnaissance en 
r^ponse k au moins une lumiere incidente de lecture. 

Lorsgue le faisceau laser effectue une lecture 
par la face arriere, la reflect ivite des reperes de 
20 positionnement et/ou d'une interface entre le mat£riau 
de garniture des zones de reconnaissance et les reperes 
de positionnement peut etre choisie pour etre 
superieure a 0%,pref £rentiellement comprise entre 1 et 
10% et plus precisement entre 1 et 5%. 
25 Lorsque le faisceau laser effectue une lecture 

par la face avant, la reflectivite des reperes de 
positionnement et/ou d'une interface entre le materiau 
de garniture des zones de reconnaissance et les reperes 
de positionnement peut etre choisie pour §tre 
30 superieure a 0% soit entre 1 et 100%. 

On entend par face avant et arriere de la 
biopuce respectivement la face garnie des molecules de 
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reconnaissance dans les zones de reconnaissance (face 
avant) et la face opposee libre (face arri^re) . 

Par ailleurs, la biopuce peut comporter entre 
les rep£res de positionnement et les zones de 
5 reconnaissance une couche intercalaire en un materiau 
prdsentant une reflectivite differente de celle des 
reperes de positionnement. La couche intercalaire 
permet alors d'obtenir une reflexion d^terminee de la 
lumi£re incidente sur les reperes de positionnement, 
10 ind£pendamment de la garniture des zones de 
reconnaissance moleculaire, et independamment du milieu 
liquide ou gazeux, avec lequel la biopuce est mise en 
contact. 

Diff^rentes possibilites sont envisageables 

15 pour la realisation de reperes de positionnement. Ceux- 
ci peuvent en particulier comporter une succession de 
regions presentant. alternativement diff^rentes 
proprietes pour la lumiere incidente. 

Selon une premiere possibility des regions 

20 adjacentes des reperes de positionnement peuvent 
presenter respectivement une difference de chemin 
optique pour la lumiere incidente. La difference de 
chemin optique peut etre obtenue en particulier en 
realisant les regions adjacentes en des materiaux 

25 differents et/ou avec des ypaisseurs differentes, et/ou 
avec des dopages differents. Le choix de materiau ou de 
dopages differents pour les regions adjacentes, leur 
conf^re des indices de refraction differents. 

Selon une autre possibility pour la realisation 

30 des reperes de positionnement ceux-ci peuvent comporter 
des plages de matdriau bir£f ringeant susceptibles de 
modifier 1 1 orientation de la polarisation d'une lumiere 
de lecture incidente polarisee. 
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Selon encore une autre possibility, des regions 
adjacentes des reperes de positionnement peuvent etre 
realisees respect ivement en des mat£riaux presentant 
des ref lectivites differentes. 
5 D'autres caracteristiques et avantages de la 

presente invention ressortiront mieux de la description 
qui va suivre, en reference aux figures des dessins 
annexes. Cette description est donnee a titre purement 
illustratif et non limitatif. 

10 

Br£ve description des figures 

- La figure 1 est une representation 
sch&natique simplif i£e d'un dispositif de lecture 
conforme k 1' invention. 

15 La figure 2 est une representation sch£matique 

particuli£re d'un detail de la figure 1. 

- La figure 3 est une vue de dessus, 
sch6matique et simplif iee, d'une biopuce conforme ci 
1* invention apte a etre lue par le dispositif de la 

20 figure 1. 

- La figure 4 est une vue de dessus, 
schematique et simplif iee, d'une biopuce conforme a 
1' invention, et illustre un exemple de sequence de 
lecture d'une telle puce. 

25 - Les figures 5 a 9 sont des coupes 

schematiques simplifiees de parties de biopuces 
conformes a 1* invention, illustrant d'autres 
possibilites de realisation. 

30 . Description detaillee de modes de mise en oeuvre de 
1 ' invention 

La reference 10 sur la figure 1 designe une 
biopuce comportant une pluralite de zones de 
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reconnaissance £quipees de molecules de reconnaissance 
specif iques, et 6ventuellement des pistes de guidage 
et/ou des rep£res optiques de positionnement associ^s 
aux zones de reconnaissance. Ces elements sont decrits 
5 plus en detail dans la suite du texte et ne sont pas 
represents sur la figure 1 pour des raisons de 
simplification. 

Dans I'exemple • d£crit, les molecules de 
reconnaissance sp^cifique sont marquees par des 

10 groupements f luorescents, mais ceux-ci peuvent §tre 
remplac^s par des groupements pouvant r6fl£chir, 
diffuser ou diffracter la lumi^re, sans sortir du cadre 
de 1' invention. 

La puce est disposee en face d'un dispositif de 

15 lecture 12. Ce dispositif est destin£ a balayer les 
zones de reconnaissance pour exciter des molecules, 
portant des marqueurs f luorescents, fixees sur les 
zones de reconnaissance, et pour enregistrer une 
lumi^re de fluorescence produite par ces molecules. 

20 Le balayage des zones de reconnaissance est 

effectue par un deplacement relatif entre le dispositif 
de lecture 12, ou une partie de celui-ci, et la biopuce 
10. 

Dans l'exemple de la figure 1 le deplacement 
25 macroscopique relatif est obtenu au moyen d' actionneurs 
14, par exemple, des actionneurs a moteurs qui 
deplacent la biopuce 10. Un deplacement microscopique 
de la lentille 22 est obtenu au moyen d'un actionneur 
electromagnetique 24. La biopuce, de format 
30 rectangulaire, est deplacee dans un plan 
perpendiculaire & un axe optique Q du dispositif de 
lecture. 
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Ce plan est egalement perpendiculaire au plan 
de la figure. 

Le deplacement peut avoir lieu selon deux 
directions x et y perpendiculaires indiquees sur la 
5 figure, 

Le dispositif de lecture 12 comporte une tete 
optique 20 avec une lentille de focalisation 22 
presentant un axe optique fi. La lentille de la tete 
optique a une double fonction de diriger vers la 

10 biopuce une lumiere d f excitation et de recueillir une 
lumiere de fluorescence emise en reponse k la lumiere 
d' excitation. 

La lumiere d' excitation est une lumiere 
monochromatique, presentant une premiere longueur 

15 d'onde, par exemple de l'ordre de 633 nm. Elle est 
fournie par un laser 30 dont le faisceau est dirige 
vers la tete optique 20 par 1 1 intermediaire d'un miroir 
dichrolque 32. La lentille de focalisation 22 est 
pr£vue pour focaliser le faisceau sur une face arri^re 

20 18, dite face active, de la biopuce. 

Le miroir dichrolque 32 r6fl6chit une partie 
majoritaire (80 a 95%) de la lumiere du laser vers la 
lentille de focalisation- La partie restante de la 
lumi&re (5 a 20%) traverse le miroir 32 pour etre 

25 recueillie par un capteur electrooptique 33 appele 
capteur de reference. 

Le capteur de reference 33 permet de mesurer 
les fluctuations temporelles de l'intensite du faisceau 
£mis par le laser 30. Cette mesure est prise en compte 

3 0 pour 1' analyse de la fluorescence 6mise par la biopuce 
afin d'affranchir 1' analyse des variations d' intensity 
dues au laser. 
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Un premier syst^me optique d* analyse 40 est 
associe a la t%te optique, et aligne sur l'axe optique 
CI pour projeter une lumiere de fluorescence produite 
par des molecules marquees excitees, eventuellement 
5 pr6sentes sur la biopuce, sur un (ou plusieurs) 
capteur(s) electrooptique (s) 42, appele(s) capteur(s) 
d' analyse dans la suite du texte. 

De fagon plus precise, la lumifere de 
fluorescence est recueillie et collimatee par la 

10 lentille de focalisation 22 de la tete optique 20, pour 
former un faisceau. Ce faisceau traverse le miroir 
dichrolque 32 puis traverse une lentille de convergence 
44 qui le fait converger sur un diaphragme 46. Le 
diaphragme peut etre forme en pratiquant un petit trou 

15 dans un ecran opaque. II permet d'effectuer un filtrage 
spatial selon l'axe optique CI et conf^re au syst&me 
optique un caractere confocal. 

En effet, le diaphragme, conjugue avec l'objet 
ponctuellement £clair6, ne laisse passer que de la 

20 lumiere issue de la zone eclair^e (par la lumi&re 
d' excitation) dans une fine "tranche" assimilable k un 
plan objet. L'attrait d'un syst^me confocal est Evident 
notamment pour la lecture de puces cl ADN. La 
possibility de definir une "tranche" de l'espace objet, 

25 est mise k profit pour isoler un plan d'int£r§t 
contenant les zones de reconnaissance moleculaire, du 
reste de la puce (support en verre, tampons) . La 
lumifere regue est done libre d'une lumiere parasite 
provenant d'6ventuels centres color^s du support, et 

3 0 libre d'un fond continu lumineux. 

Le ph6nom£ne . de fluorescence des marqueurs 
f luorescents, port£s par les molecules cibles retenues 
sur les zones de reconnaissance, se traduit par une 
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conversion de la lumi&re d' excitation en une lumiere 
presentant une longueur d'onde superieure a celle de la 
lumiere d 1 excitation. 

La longueur d'onde de la lumiere de 
5 fluorescence est par exemple de 670 run dans 1 ' exemple 
decrit . 

Un filtre interf erentiel 48 est dispose entre 
la lentille de focalisation 22 de la t§te optique et la 
lentille de convergence 44. II permet d'isoler dans la 

10 lumiere regue par le systeme optique d' analyse une 
bande spectrale correspondant sensiblement a la bande 
spectrale de fluorescence. Les lumieres parasites sont 
ainsi davantage eliminees. 

La reference 50 d^signe une unit£ de traitement 

15 des signaux delivres par le capteur d' analyse 42. Dans 
1' exemple decrit, le capteur d' analyse 42 est un 
capteur a photomultiplicateur qui delivre un signal 
analogique proportionnel a I'intensite de la lumiere de 
fluorescence regue. 

20 Le signal du capteur d' analyse peut etre 

integre pendant une duree de temps lors de laquelle la 
tete optique regoit la lumiere d'une zone de 
reconnaissance donnee. Comme evoque prec^demment, le 
signal peut egalement etre enregistre dans un procede 

25 de mesure "a la volee" lors d'un balayage de la puce. 
Le signal peut aussi etre numerise de fagon a pouvoir 
le traiter selon des algorithmes adaptes au type 
d' analyse effectue. 

On observe que 1' unite de traitement 50 recpoit 

30 Egalement un signal de reference provenant du capteur 
de reference 33. La prise en compte du signal de 
reference permet de normaliser les signaux delivres par 
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le capteur d' analyse qui sont, comme dvoque ci-dessus, 
affranchis des fluctuations de 1' intensity du laser. 

Le miroir dichroique 32, associ6 h. un cube' 
separateur 34 permet de diriger vers un deuxi&me 
5 systeme optique 60 de la lumiere provenant d'une 
reflexion, ou diffraction, ou refraction ou une 
diffusion de la lumiere incidente du laser sur la 
biopuce. Cette lumi&re r£fl£chie provient, par exemple, 
des pistes de guidage et/ou de rep&res de 

10 positionnement m£nagees sur .la biopuce. Dans le cas oil 
la biopuce ne comporte pas de pistes de guidage, la 
biopuce peut £tre depos£e sur une platine comportant 
des pistes de guidage. 

Le deuxieme systeme optique 60, appele systeme 

15 de positionnement, comporte une lentille 64 permettant 
de focaliser la lumiere regue sur au moins un capteur 
Electrooptique 62, tel que des detecteurs a quatre 
quadrants, ou multiquadrants, associes a un systeme 
optique astigmatique d' analyse du faisceau. Le capteur 

20 electrooptique 62 peut aussi comporter une barrette 
CCD, ou une photoresistance dif f erentielle ou tout 
systeme de mesure de positionnement. 

Le capteur electrooptique du systeme de 
positionnement est relie a une unit£ 70, appel^e unit6 

25 d'asservissement . L'unite d'asservissement permet, par 
exemple, de decoder les signaux du capteur pour 
detecter le passage de la tete optique en face d'un 
repere de positionnement, de compter les reperes de 
positionnement rencontres, et de piloter le d^placement 

3 0 du balayage pour suivre une serie de reperes 
correspondant a une serie de zones de reconnaissance. A 
cet effet, l'unite d'asservissement 70 est cormectee 
aux actionneurs 14 et/ou 24 pour controler les 
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mouvements de la biopuce et/ou de la lentille 22. Elle 
permet aussi de maintenir dynamiquement la tete optique 
le long d'une trajectoire de balayage imposee par des 
rep^res disposes sur la biopuce. 
5 A titre d'exemple, les actionneurs peuvent etre 

contr6l£s de telle fagon que 1' intensity de la lumiere 
regue par le capteur du syst&me optique de 
positionnement soit comprise dans une plage de valeurs 
d6termin6es. Le point de f onctionnement correspond a un 

10 etat d'equilibre. On donne une consigne de position et 
le systeme d' asservissement maintient cette consigne. 
On cherchera par exemple, a ce que la repartition de 
l'intensite de lumiere sur le detecteur multiquadrants 
soit tou jours la meme. 

15 Un deuxieme cube separateur 36, dispose dans le 

deuxieme systeme optique, permet de diriger une partie 
de la lumiere de ce systeme optique dans un troisi&ne 
systeme optique 80, appele, systeme de mise au point. 

Le systeme optique de mise au point 80 comprend 

2 0 une lentille 84 pour focaliser la lumiere regue sur un 
capteur electrooptique 82 tel qu'un detecteur a quatre 
quadrants, ou multiquadrants, associe a un systeme 
optique astigmatique d' analyse du faisceau, ou une 
barrette CCD, ou une photoresistance dif f 6rentielle ou 

25 tout systeme de mesure de position. 

La lumiere dirigee sur le capteur du systeme 
optique de mise au point provient d'une reflexion de la 
lumiere du laser sur la biopuce. Elle peut provenir en 
particulier des rep^res de positionnement ou d'une 

30 reflexion vitreuse sur la face active de la biopuce. 

Le capteur 82 du systeme optique 80 de mise au 
point est egalement relie a l'unite d ' asservissement 
70. Cette unite est congue pour piloter un actionneur 
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24 solidaire de la lentille 22 de la tete optique 20. 
L'actionneur 24 permet de deplacer la lentille 22 selon 
son axe CI de fagon a corriger continument la mise au 
point des systemes optiques sur la biopuce, ou plus 
5 precisement sur certaines parties de la biopuce. 

A titre d'exemple, 1' unite d'asservissement 
peut §tre prevue pour provoquer un deplacement de la 
lentille 22 de la tete optique de telle fagon que la 
surface d'une tache de focalisation sur le capteur du 

10 systeme de mise au point soit control^e par rapport a 
la surface (forme et/ou position) d'une tache de 
reference (par exemple circulaire) . 

Selon un mode de realisation simplifie le 
capteur electrooptique du premier systeme optique 40, 

15 c'est-a-dire le systeme optique d' analyse, peut etre 
utilise a la fois pour dElivrer des signaux electriques 
correspondant k la lumi£re provenant des zones de 
reconnaissance et des signaux correspondant & de la 
lumi&re rEflechie ou diffusEe par les pistes de guidage 

20 et/ou les repdres de positionnement . 

Dans ce cas, le capteur est relie non seulement 
a 1 'unite 50 de traitement des signaux mais aussi, 
comme le montre la figure en trait discontinu, a 
l'unite d'asservissement 70, pour piloter le 

25 deplacement relatif de la puce et de la tete optique, 
et eventuellement pour la mise au point de la lentille 
de la tete optique. 

Dans ce mode de realisation, le dispositif de 
lecture comporte un systeme optique unique qui inclut 

30 de fagon f onctionnelle les premier, deuxieme (et 
Eventuellement troisieme) systemes optiques decrits 
pr6c£demment . 
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La figure 2 montre une realisation particuli^re 
du syst^me optique d" analyse. 

Pour des raisons de simplification, la figure 2 
ne represente qu'un detail du dispositif, les autres 
5 elements etant identiques a ceux decrits en r6f6rence k 
la figure 1. 

Le syst^me optique d' analyse 40 de la figure 2 
comporte un filtre interf erentiel 48, et un objectif de 
focalisation 44a prevu pour focaliser un faisceau de 
10 lumiere de fluorescence regu de la tete optique 20 sur 
une premiere extremite d'une fibre optique 47. 

Une deuxieme extremite de la fibre optique 47 
est reliee a un capteur electrooptique 42, pour un 
photomultiplicateur ou une photodiode a avalanche. La 
15 fibre optique 47 (faiblement multimode) joue le role du 
diaphragme confocal 46 visible sur la figure 1. 

Les syst^mes optiques d' analyse des figures 1 
et 2 sont, comme indiqu6 ci-dessus, des systemes 
conf ocaux. 

20 Les principales qualit^s d'un syst&me confocal 

sont sa grande resolution spatiale et sa grande 
resolution axiale. La resolution axiale traduit la 
capacite du syst&me a isoler un tres petit volume 
d' observation autour du plan de focalisation, c'est-i- 

25 dire la capacite a eliminer les lumi&res parasites de 
l'exterieur de ce volume. Elle est caracteris6e par une 
"profondeur de section" du systeme notee Pds . 

La profondeur de section Pds, deji 6voqu6e 
precedemment , peut etre exprimee selon la formule 

30 suivante : 

0,443 X 

Pds = 

1 cos u 
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ou X est la longueur d'onde exprimee en micrometres et 
u le demi-angle du cone d'ouverture numerique du 
syst^me optique. 

Les lentilles mises en oeuvre pour realiser le 
5 syst£me optique d' analyse pr£sentent des ouvertures 
numeriques de 1 • ordre de 0,4 a 0,5. Ainsi, des 
profondeurs de section de 1 ■ ordre de 1,8 a 2,8pm 
peuvent §tre obtenues. De plus, 16 k 22% du flux 
lumineux 6mis par la biopuce sont collectes par la 
10 lentille. 

II convient £ present de d^crire plus en detail 
un exemple de realisation d'une biopuce adaptee au 
dispositif de lecture. 

La figure 3 montre une telle biopuce. La 
15 biopuce 10 comprend un support 100 sur lequel sont 
menagees des zones de reconnaissance 110. Les zones 110 
coincident par exemple avec des electrodes form£es a la 
surface du support. Ces electrodes ont <§te 
s£lectivement garnies avec un revetement susceptible 
20 d'interagir avec un compost chimique ou biologique 
donn£. Comme evoque dans la partie introductive du 
texte, la garniture peut en particulier comporter des 
molecules de reconnaissance susceptibles de s'hybrider 
avec des molecules cibles . 
25 Les differentes zones de reconnaissance 110 

sont garnies respectivement de molecules de 
reconnaissance differentes, specif iques pour des 
molecules cibles donnees. 

Chaque zone de reconnaissance comporte un seul 
3 0 type de molecules identiques. Les molecules d'une m§me 
zone sont pref erentiellement differentes des molecules 
de toutes les autres zones. 
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On observe que les zones de reconnaissance 110, 
de forme rectangulaire, sont agencees en lignes et en 
colonnes. D'autres motifs de repartition a la surface 
du substrat, par exemple en cercle, sont cependant 
5 envisageables . 

La biopuce 10 comporte egalement un reseau 120 
de reperes optiques de positionnement, associ6 aux 
zones de reconnaissance. Dans 1 'exemple illustre, ce 
reseau comporte des pistes de guidage 122 sous la forme 

10 de bandes rectilignes s'etendant respectivement entre 
des lignes successives de zones de reconnaissance. 

Les pistes de guidage sont des pistes 
r6f lechissantes ou partiellement r6f lechissantes, 
f luorescentes ou diffusantes, capables de renvoyer vers 

15 le dispositif une partie de la lumi^re d 1 excitation. 
Elles peuvent etre egalement d£phasantes, c'est-£-dire 
qu'elles creent une difference de marche lors de la 
propagation de l'onde retour. La lumiere d' excitation 
renvoyee vers le dispositif est analysee par le 

20 deuxieme et eventuellement le troisieme syst^mes 
optiques pour localiser et reperer les lignes de zones 
de reconnaissance et pour assurer le balayage de la 
biopuce. Les pistes ref lechissantes peuvent egalement 
comporter une surface structuree avec des gravures 

25 dephasantes susceptibles de former des figures 
d 1 interference, ou d'introduire un dephasage dans la 
lumiere d ' excitation. Ces figures d 1 interference ou de 
dephasage, reqrues par le systeme optique de 
positionnement du dispositif de lecture peuvent 

30 egalement servir au reperage ou a 1 ' asservissement du 
balayage. 

Les repferes de positionnement comportent 
Egalement des plages optiques 124 appelees codeurs. 
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Les codeurs 124 sont de preference situes sur 
les pistes de guidage 122 au debut et a la fin de 
chaque zone de reconnaissance selon un pas 
correspondant a la taille desdites zones. 
5 Dans une realisation particuliere, les codeurs 

peuvent §tre congus pour refiechir faiblement la 
lumiere. 

Les codeurs sont par exemple des plages 
correspondant k une interruption du materiau 
10 ref lechissant ou une interruption de la surface 
structure des pistes de guidage 122. 

Selon encore une autre possibility, les pistes 
peuvent £tre faiblement r6f lechissantes et s ' etendre le 
long de rangees de zones de reconnaissance.. Elles 
15 comportent, par exemple des plages (ou codeurs) non 
r£f lechissantes . 

On consid^re qu'une surface est faiblement 
ref lechissante lorsque le pourcentage de lumiere 
reflechie est inferieur k 50% et de preference 

2 0 inferieur a 5%. 

Selon une variante, la puce peut egalement Stre 
equipee des seules pistes de guidage qui sont alors des 
plages ref lechissantes , par exemple. 

L' association de codeurs ou plus gen6ralement 
25 de reperes optiques k chaque zone de reconnaissance 
permet une localisation particulierement rapide et 
precise des zones. 

Toutefois, il est egalement possible d'associer 
un seul repere k un ensemble de zones de 

3 0 reconnaissance ; par exemple, un repere pour chaque 

ligne ou colonne de zones de reconnaissance. 

La fabrication des reperes fait appel & des 
techniques classiques de la micro-electronique . Elle 
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comporte par exemple le depot en pleine plaque d'une 
couche metallique ref lechissante tel qu'une couche 
d' aluminium, de nickel ou de chrome, et la mise en 
forme par photolithogravure de cette couche selon un 
5 motif correspondant aux emplacements souhait^s des 
rep&res de posit ionnement . 

A titre d' exemple, la couche metallique peut 
etre gravee selon un procede de gravure chimique en 
phase liquide ou un procede de gravure a plasma en 
10 phase gazeuse, et selon un motif de gravure determinee 
par un masque de gravure en resine. 

Apres la gravure et 1 * elimination de la resine, 
une fine couche de silice peut §tre formee sur le 
support afin d'am^liorer la compatibility de la surface 
15 avec le greffage de molecules biologiques. 

11 convient de pr£ciser que les zones de 
reconnaissance ne sont pas n£cessairement adjacentes et 
que les reperes optiques ne sont pas necessairement 
positionn^s a la peripherie des zones de 
20 reconnaissance. 

Selon une possibility d'agencement, non 
representee, des reperes optiques ref lechissants 
peuvent §tre menages a I'interieur des zones de 
reconnaissance ♦ 

25 Une telle configuration n'est pas genante quand 

la lumiere provenant des zones de reconnaissance est 
une lumiere de fluorescence. En effet, dans la mesure 
ou la distinction entre la lumiere de fluorescence et 
la lumiere reflechie par les zones de reconnaissance 

30 est faite sur la base de la difference de longueur 
d*onde entre ces lumieres. 

Dans le cas d'une detection de molecules non 
f luorescentes, mais par exemple diffusantes ou 
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dif fractantes, la distinction peut §tre faite par un 
codage des signaux en frequence ou en r6alisant la 
mesure a un angle different de celui utilise pour les 
asservissements de position. 
5 Apres l'achevement des reperes optiques, les 

zones de reconnaissance peuvent §tre garnies des 
molecules de reconnaissance. La synthase de ces 
molecules et leur fixation sur les zones de 
reconnaissance ont lieu selon des techniques de 

10 synthase par photolithographie connues en soi . 

On peut remarquer que la surface de la biopuce 
n'est pas parf aitement plane. Elle presente une sur- 
epaisseur de l'ordre de 50 nm a 200 nm a l'endroit des 
plages r6f 16chissantes des reperes optiques . 

15 De telles differences d» Epaisseur res tent 

faibles comparativement k la profondeur de section du 
systeme optique d* analyse propose. 

La realisation des rep&res optiques et la 
synthase des molecules de reconnaissance sont des 

20 operations qui peuvent avoir lieu collectivement pour 
une pluralite de biopuces, sur une plaquette de 
silicium ou de verre (wafer) . Cette plaquette est 
ensuite decoupee pour individualiser les biopuces 
fabriquees simultanement . 

25 La figure 4 represente egalement une biopuce 10 

avec des pistes de guidage 122 et des reperes de 
positionnement optiques sous la forme de codeurs 124a 
en un materiau ref lechissant (Cr par exemple) m£nag£s 
le long des pistes 122. 

30 Sur la surface de la puce on peut distinguer 

une pluralite de zones de reconnaissance ou cellules 
110, de forme carree, rep6r£es par des lignes en trait 
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discontinu. Chaque zone de reconnaissance est traversee 
par quatre pistes de guidage. 

De facon schematique on indique sur la figure 
4, en trait mixta, les positions successives d'un spot 
de lumiere d 1 excitation. Les positions sont reperees 
par des lettres alphabet iques A k G. 

Les moyens de deplacement de la puce 
(actionneur) sont tels que le mouvement du spot de 
lumiere peut etre decompose selon un mouvement suivant 
un premier axe x, appele axe rapide, et suivant un 
deuxieme axe y, appele axe lent. 

Un exemple de procedure de lecture d'une 
biopuce est indique dans le tableau I qui doit etre lu 
en conjonction avec les lettres d' indication de 
position du spot sur la figure 4. 

Le tableau I indique, en particulier pour 
chaque position, le mouvement effectue et precise 
I' activation des fonctions de mise au point, de 
positionnement et de lecture (analyse) . 
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Les indications "piste 1", "piste 2" indiquent 
dans l'ordre les pistes 122 dans la direction y a 
partir du bas de la figure et les indications "cellule 
n°l" , "cellule n°2" indiquent les zones de 
5 reconnaissance successives dans la direction x a partir 
de la partie gauche de la figure, 

Les references 152, 154 sur les figures 
representent a titre indicatif un signal susceptible 
d'etre genere par le capteur du systeme de 
10 positionnement lors d'un balayage de spot au-dessus des 
codeurs 124a, respectivement selon les directions x et 

y. 

La figure 5 est une coupe schematique d'une 
partie de biopuce, sur laquelle les references 201 et 

15 202 d£signent respectivement des faces d'un substrat 
200 appel£es face avant et arri£re, par commodite. 

Le substrat 200 est en un matdriau transparent 
& une lumiere incidente de lecture, tel que du verre. 
II est recouvert sur sa face avant 201 par une premiere 

20 couche 220. 

La premiere couche 220 comport e une alternance 
de regions 221 et 222 juxtaposees , respectivement en un 
premier mater iau et un deuxieme materiau. Le premier 
materiau, par exemple du nitrure de silicium, presente 

25 une premiere reflectivite pour la lumiere incidente, et 
le deuxieme materiau, par exemple de 1 1 oxyde de 
silicium, presente une deuxieme reflectivite toujours 
pour cette lumiere incidente, differente de la premiere 
reflectivite. La difference entre la premiere et la 

30 deuxieme reflectivite est de l'ordre de 1 a 5%, par 
exemple 2%. 
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Les regions 221 et 222 de la premiere couche 
peuvent Stre agencees de fagon a former une piste de 
guidage et constituent des reperes de positionnement . 

Une deuxi^me couche 210 est une couche 
5 fonctionnelle qui comporte des r6actifs, et forme les 
zones de reconnaissance. On peut se reporter a ce sujet 
a la description qui precede. 

Dans ce mode de realisation, comme dans les 
autres modes de realisation des figures 6 a 9, les 
10 regions 221 et 222 sont sensiblement transparentes , 
c'est-a-dire que les rayons incidents les traversent, 
et que ces derniers permettent une lecture des zones de 
reconnaissance. Les regions 221 et 222 sont superposees 
avec des zones de reconnaissance et des reperes de 
15 positionnement eux-memes sensiblement transparents . 

La .couche 210 peut etre formee directement sur 
la premiere couche ou, de preference, sur une couche 
d'accrochage 211, destines a fixer les molecules de 
reconnaissance . 

20 Les molecules de reconnaissance sont choisies 

parmi des composes chimiques ou biologiques tels que 
des sondes k ADN, des anticorps ou des antig^nes . 

Le fait d'utiliser un support 200 transparent 
permet d'appliquer une lumi^re de lecture depuis la 

25 face arri^re 202 et facilite ainsi la mise en contact 
de la face avant avec un milieu a analyser. Des rayons 
se r6f lechissant respectiveraent sur des regions 221, 
222 sont representees a titre d' illustration sous la 
forme de fl&ches. 

30 La figure 6 montre une autre possibility de 

realisation constituant une variante par rapport a la 
figure 5. 
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Une couche de nitrure de silicium est d£pos£e 
sur le support 200 et est gravee de fagon a definir des 
premieres regions 221 disjointes. Une couche d'oxyde de 
silicium 224 est ensuite deposee de fagon k venir 
5 enrober et recouvrir les premieres regions 221. La 
couche d'oxyde de silicium constitue ainsi des 
deuxi^mes regions 222 qui alternent avec les premieres 
regions 221 et qui presentent une reflectivity 
differente de celles-ci. 
10 Une couche f onctionnelle 210 recouvre la couche 

d'oxyde de silicium 224. 

Une autre possibility de realisation des 
reperes de positionnement de la biopuce est illustree 
par la figure 7. 
15 Sur cette figure, le support 200, en verre, est 

localement dope depuis la face avant 201 de fagon a y 
pratiquer des regions dopees 223 disjointes. 

Les regions dopees 223 alternent ainsi avec des 
regions du support intentionnellement non dopees, ou 
20 dopees avec une concentration differente. 

La difference de dopage entre les regions 223 
et le reste du substrat introduit une difference 
d'indice et done une difference de marche optique entre 
des rayons lumineux incidents qui atteignent 
25 respectivement les regions dopees ou non. 

La difference de marche, proportionnelle k la 
difference d'indice entre les regions dopees et les 
regions non dop£es, introduit dans les rayons incidents 
un d£phasage. Ce dephasage cree un contraste de phase 
30 entre les differentes regions dopees et non dopees. 
Celui-ci peut etre detecte et exploite par le 
dispositif de lecture pour le positionnement relatif de 
la puce et le reperage des zones de reconnaissance. 
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Les regions dopees 223 constituent done, des 
reperes de positionnement au sens de 1' invention. 

Dans 1* exemple de la figure, des rayons 
incidents se r6f lechissent sur la face sup£rieure du 
5 substrat recouverte d'une couche f onctionnelle 210. 

De fagon a am£liorer la reflexion, ou tout au 
moins pour garantir une reflexion independante de la 
couche f onctionnelle et du milieu avec lequel celle-ci 
est susceptible d'etre mise en contact, une couche de 
10 reflexion intercalaire 22 6, par exemple d'alumine, peut 
etre prevue entre le support et la couche 
f onctionnelle. L'indice et l'6paisseur de cette couche 
sont choisis de telle mani^re que 1 ' empilement des 
couches minces optiques 200, 223, 226 et 210 forment un 
15 miroir dichrolque, dont la reflectivite est maitris^e 
selon les techniques connues de dep6ts de couches 
minces optiques. On choisira par exemple un indice pour 
la couche 22 6 superieur a celui des reperes et du 
support. 

20 La couche intercalaire peut egalement servir de 

couche d'accrochage ou etre associee a une couche 
d'accrochage pour les reactifs des zones de 
reconnaissance moleculaire. 

Encore une autre possibility de realisation des 

25 reperes de positionnement de la biopuce est illustree 
par la figure 8 . 

Dans l'exemple de cette figure, les reperes de 
positionnement sont obtenus par gravure de depressions 
disjointes 225 dans le support 200, depuis sa face 

30 sup^rieure 201. La profondeur e des depressions est 

f ixee de preference telle que e = — , ou X est une 

4n 
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longueur d'onde de la lumi&re incidente et n 1 * indice 
optique du support 200. 

Des rayons lumineux refiechis sur la face 
sup£rieure respectivement dans les regions 
5 correspondant aux depressions et les regions non 
gravies, traversent des epaisseurs de matiere 
dif f^rentes et presentent ainsi une difference de 
marche . 

La difference de marche est proportionnelle k 
10 la profondeur des gravures et provoque un d^phasage 
entre les rayons. 

De fagon comparable a l'exemple de la figure 7, 
le dephasage cree un contraste de phase detectable par 
un dispositif de lecture, 
15 Une couche f onctionnelle 210 constituant les 

zones de reconnaissance recouvre la face superieure 
201. 

De la fagon decrite precedemment , une couche 
intercalaire et/ou une couche d'accrochage peuvent etre 
20 prevues entre le support et la couche f onctionnelle . 

Un dernier exemple de realisation des reperes 
de positionnement de la biopuce est donne par la figure 
9. 

Dans cet exemple, les reperes de positionnement 
25 ne sont pas d6tect6s & partir d'une difference de 
r^flectivite ou d'une difference de marche optique, 
mais par une modification de la polarisation de la 
lumi&re qu'ils engendrent. 

Une couche de mat£riau bir£f ringent , de type 
30 rotateur ou quart-d ' onde, est form£e sur la face 
superieure 201 du support et est gravee pour obtenir 
des reperes de positionnement sous la forme de regions 
disjointes 227. 
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Lorsqu'un rayon de lumiere incidente polarise 
selon une premiere direction atteint une region 227 de 
materiau biref ringeant et la traverse ou s'y reflechit, 
sa direction de polarisation est modifiee par rotation. 
5 En revanche, un rayon polarise qui atteint le verre nu 
du support 200 conserve sa polarisation inchangee apr^s 
reflexion. 

Les reperes de positionnement peuvent ainsi 
etre detectes en inserant dans le systeme optique de 
10 positionnement du dispositif de lecture un composant 
selectionnant la direction de polarisation initiale ou 
modifiee. Ce composant est par exemple un analyseur. 

Avantageusement , en neutralisant ou en retirant 
l'analyseur, les reperes de positionnement deviennent 
15 "invisibles" . 

De m§me que dans les exemples pr^c^dents, le 
substrat est garni d'une couche f onctionnelle 210. II 
peut 6galement etre equip£ d'une couche intercalaire 
telle que decrite precedemment . 

20 
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REVENDI CATIONS 

1. Dispositif de lecture en temps reel d'une 
biopuce comportant une plurality de zones de 
reconnaissance (110) et une pluralite de reperes 
5 optigues de positionnement (122, 124, 124a, 221, 222, 
223, 225, 227), les zones de reconnaissance comportant 
des fragments d'ADN ou d'ARN et occupant par rapport 
aux reperes optiques de positionnement, des 
emplacements pr6d£termin6s, le dispositif comportant : 
10 - une tete optique (20) apte k projeter sur la biopuce 
une lumi&re incidente, 

- des moyens de deplacement (14 et/ou 24) relatif de la 
tete et de ladite biopuce, aptes a effectuer un 
balayage de la biopuce, 

15 - un premier systeme optique (20) , dit systeme 
d' analyse associe a ladite tete optique pour projeter 
sur au moins un premier capteur electrooptique (42) 
une lumiere susceptible de provenir des zones de 
reconnaissance, 

20 - un deuxieme systeme optique (60) , dit systeme de 
positionnement, associe a la t£te optique pour 
projeter sur au moins un deuxieme capteur 
electrooptique (62) une lumi&re susceptible de 
provenir d'au moins un repere de positionnement, et 

25 - des moyens d' asservissement (70) des moyens de 
deplacement de ladite tete optique pour contr61er les 
moyens de deplacement en fonction de signaux 
electriques du capteur electrooptique du syst&me 
optique de positionnement (62), 

30 dans lequel : 

- les moyens de deplacement comportent des moyens de 
deplacement macroscopique (14) (a grande £chelle) et 
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de moyens de deplacement microscopique (24) {k petite 

echelle) , et dans lequel 
- les moyens d* asservissement (70) sont connects aux 

moyens de deplacement microscopique (24) . 
5 2. Dispositif selon la revendication 1, 

caracterise par le fait que le syst&me optique 
d' analyse (40) est un systeme optique confocal. 

3. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise par le fait que le 

10 premier capteur electrooptique, recevant une lumi&re 
emise par les molecules cibles presentes sur les zones 
de reconnaissance, est sensible a une lumi&re de 
fluorescence, une lumiere de reflexion, une lumiere de 
detection d 1 hybridation par variation de la masse, 

15 d'epaisseur et/ou d'indice, et/ou une lumiere 
representative d'effets photothermiques . 

4. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 k 3, caracterise par le fait que le 
premier capteur Electrooptique (42) est optiquemerit 

20 reli£ au premier syst&me optique par 1 • intermediaire 
d'une fibre optique (47) . 

5. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 ct 4, caracterise par le fait que les 
premier et deuxi^me syst^mes optiques sont couples a la 

25 tete optique par 1 1 intermediaire d'une lame dichrolque 
(32) . 

6. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterise par le fait que la 
t£te optique (20) comporte une lentille (22) de 

30 focalisation et au moins un actionneur (24) de 
deplacement axial et/ou lateral de mise au point de la 
lentille (22), et comport-ant un troisieme systeme 
optique (80), dit de mise au point, associe a la tete 
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optique (20), pour projeter sur un troisieme capteur 
electrooptique une lumiere provenant de la reflexion de 
la lumiere incidente sur la biopuce, et des moyens (70) 
d'asservissement de mise au point relies a l'actionneur 
5 (24) pour contr61er le deplacement de mise au point de 
la lentille. 

7. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 ci 4, comprenant un syst£me optique 
unique qui inclut les premier et deuxieme systemes 

10 optiques, et au moins un capteur electrooptique commun 
aux premier et deuxieme systemes optiques, ledit 
capteur optique commun recevant la lumiere provenant 
des zones de reconnaissance moleculaire et la lumiere 
provenant d'au moins un . rep£re optique de 

15 positionnement, et 6tant relid aux moyens 
d'asservissement du balayage de la t€te optique. 

8. Biopuce comportant une plurality de zones de . 
reconnaissance (110) et une pluralite de reperes 
optiques de posit ionnement (122, 124, 124a, 221, 222, 

20 223, 225, 227), caracterisee par le fait que les zones 
de reconnaissance sont superposees en tout ou partie 
aux reperes optiques de positionnement de fagon a 
recouvrir tout ou partie desdits reperes. 

9. Biopuce selon la revendication 8, 
25 caracterisee par le fait que les reperes de 

positionnement sont sensiblement transparents a au 
moins une lumiere de fluorescence susceptible d'etre 
emise depuis les zones de reconnaissance, en reponse & 
au moins une lumiere incidente de lecture. 
30 10. Biopuce selon l'une des revendications 8 ou 

9, caracterisee par le fait que les zones de 
reconnaissance moleculaire occupent par rapport aux 
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reperes optiques de positionnement, des emplacements 
predetermines . 

11. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 10, caracterisee par le fait qu'un 

5 repere optique (124, 124a) est respectivement associ6 a 
chaque zone de reconnaissance mol6culaire. 

12. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 11, caracterisee par le fait que les 
zones de reconnaissance moleculaire (110) sont agencees 

10 en lignes et en colonnes, et qu'au moins un repere 
optique (124) est associe a chaque ligne et/ou a chaque 
colonne de zones de reconnaissance moleculaire. 

13. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 12, caracterisee par le fait. que les 

15 reperes optiques comportent des plages aptes & 
reflechir faiblement une lumiere incidente, un 
pourcentage de lumi&re r^flechie etant inf^rieur a 50% 
et de preference, inf£rieur & 5%. 

14. Biopuce selon l'une quelconque des 
20 revendications 8 k 13, caracterisee par le fait que les 

reperes optiques comportent des plages avec une surface 
structuree apte a introduire un dephasage dans une 
lumiere incidente. 

15. Biopuce selon l'une quelconque des 
25 revendications 8 k 14, caracterisee par le fait, que les 

reperes optiques comportent des pistes de 
positionnement en un materiau diffusant ou fluorescent, 
s ' etendant le long de rangees de zones de 
reconnaissance, et des plages r6f lechissantes disposes 
3 0 sur lesdites pistes de positionnement. 

16. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 8 k 14, caracterisee par le fait que les 
reperes optiques comportent des pistes faiblement 
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ref lechissantes (122) avec un coefficient de reflexion 
inferieur a 50%, de preference inferieur a 5%, 
s'etendant le long de rangees de zones de 
reconnaissance (110) , les pistes presentant localement 
5 des plages (124) non ref lechissantes . 

17. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 16, caracterisee par le fait que des 
regions adjacentes des reperes de positionnement 
presentent respectivement une difference de chemin 

10 optique pour la lumi£re incidente. 

18. Biopuce selon l'une des revendications 8 a 
17, caracterisee par le fait que les reperes de 
positionnement adjacents (221, 222) sont realisees 
respectivement en des matdriaux presentant. des 

15 ref lectivites faibles inferieures & 50% et de 
preference inferieures a 5%, et diff£rentes l'une de 
1 1 autre . 

19. Biopuce selon la revendication 18, 
caracterisee par le fait que des regions adjacentes des 

20 reperes de positionnement presentent respectivement des 
epaisseurs physiques differentes. 

20. Biopuce selon la revendication 18, 
caracterisee par le fait que des regions adjacentes des 
reperes de positionnement presentent des dopages 

25 differents. 

21. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 21, comprenant entre les reperes de 
positionnement et une garniture des zones de 
reconnaissance, une couche intercalaire (226), l'indice 

3 0 et la reflectivite de ladite couche intercalaire etant 
choisis de fagon a former un miroir dichroique. 

22. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 21, caracterisee par le fait que la 


01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


WO 00/20861 


PCT/FR99/02359 


49 


reflectivity des reperes de positionnement et/ou d'une 
interface entre les zones de reconnaissance et les 
reperes de positionnement est sup^rieure a 0% 
pr£f£rentiellement comprise entre 1 et 10% et plus 
5 pr£cis6ment entre 1 et 5%, pour un faisceau de lumiere 
atteignant la biopuce par une face, dite arri^re, 
oppos^e k une face 6quipee de molecules de 
reconnaissance. 

23. Biopuce selon l'une quelconque des 
10 revendications 8 a 21, caract6ris£e par le fait que la 

r^flectivite des reperes de positionnement et/ou d'une 
interface entre un materiau de garniture des zones de 
reconnaissance et les reperes de positionnement est 
superieure a 0%, en particulier comprise entre 1 et 
15 100% pour un faisceau de lumiere atteignant une face ( 
avant) de la biopuce recouverte du materiau de 
garniture . 

24. Biopuce selon l'une quelconque des 
revendications 8 a 23, caracterisee par le fait que leg 

20 reperes de positionnement comportent des regions (227) 
de materiau bir£f ringeant susceptibles de modifier 
1 ' orientation de la polarisation d'une lumiere de 
lecture incidente polaris^e. 

25. Biopuce selon l'une quelconque des 
25 revendications 8 k 24, caracterisee par le fait que les 

zones de reconnaissance moleculaire pr£sentent une 
couche d'accrochage (211) transparente . 

26. Biopuce selon l'une des revendications 8 a 
25, caracterisee par le fait que les zones de 

30 reconnaissance sont garnies de reactifs choisis parmi 
des reactifs chimiques ou biologique tels que des 
sondes a ADN, des anticorps, des antigenes. 
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27. Procede de lecture au moyen d'un dispositif 
conforme a l'une quelconque des revendications 1 h 1, 
d'une biopuce selon l'une des revendications 8 a 26. 

28. Procede de lecture, au moyen d'un 
5 dispositif conforme k l'une quelconque des 

revendications 1 ci 7, d'une biopuce comportant une 
pluralite de zones de reconnaissance moldculaire et une 
pluralite de reperes optiques de positionnement 
associes aux zones de reconnaissance, selon lequel on 

10 acquiert continGment des signaux de lecture provenant 
d'un capteur du systeme optique d' analyse, en balayant 
une succession de zones de mesure, et selon lequel on 
normalise lesdits signaux acquis en fonction d'un temps 
s'ecoulant entre le passage de la tete optique en face 

15 de reperes de positionnement successifs associes 
auxdites zones de reconnaissance balayees. 

29. Procede de lecture, au moyen d'un 
dispositif conforme a l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, d'une biopuce comportant une 

20 pluralite de zones de reconnaissance moleculaire et une 
plurality de reperes optiques de positionnement 
associes aux zones de reconnaissance, selon lequel on 
acquiert contindment des signaux de lecture provenant 
d'un capteur du systeme d* analyse, en balayant une 

25 succession de zones de reconnaissance, et selon lequel 
on asservit continQment une vitesse de deplacement 
relative entre la t§te optique et la biopuce en 
fonction d'un temps mesure entre des passages 
successifs de la t£te optique en face de reperes de 

30 positionnement successifs associes aux zones de 
reconnaissance balayees. 


01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 



01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


WO 00/20861 


2/6 


PCT/FR99/02359 



FIG. 2 


01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


WO 00/20861 


3/6 


PCT/FR99/02359 



01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


WO 00/20861 


4/6 


PCT/FR99/02359 



01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


WO 00/20861 


PCT/FR99/02359 


5/6 


222 


221 


210 





ait 


220 


FIG. 5 


222 210-n 22 1 


222 .210-N 

4_ 


224 


200 



FIG. 6 


22&~^r 


20O — 



01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


WO 00/20861 


6/6 


PCT/FR99/02359 



01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


!ntet..uttonoJ Application No 

PCT/FR 99/02359 


A, CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER , 

IPC 7 G01N33/543 G01N21/64 


According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 


B. FIELDS SEARCHED 


Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 G01N 


Documentation searched other than minimum documentation to the extent that ouch documents are included in the delete searched 


Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category 0 Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


WO 98 28623 A (GAMERA BIOSCIENCE) 
2 July 1998 (1998-07-02) 
cited 1n the application 
abstract 

page 5, line 19 - line 21 
page 11, line 26 - line 29 

nana 11 lino -nana 1A 


Relevant to claim No. 


1,5,7,8, 

10,11, 

13,27 



m 


Further documents are listed in the continuation of box C. 


ID 


Patent family members are listed in annex. 


* Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

V document which may throw doubts on priority clarm(s) or 
which Is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P* document published prior to the International fHIng date but 
later than the priority date claimed 


T later document published after the international fPing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an Inventive step when the document Is taken alone 

"Y" documentor particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered to Involve an inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
In the art. 

document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the international search 


5 January 2000 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5816 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV 8 tjswijk 
Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Date of mailing of the international search report 


12/01/2000 


Authorized officer 


Thomas, R.M. 


Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 


page 1 of 3 


01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


International Application No 

PCT/FR 99/02359 


C(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category 0 Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


WO 98 38490 A (BIODX) 

3 September 1998 (1998-09-03) 
cited In the application 
page 10, line 7 - line 20 

page 16, line 13 -page 17, line 22 
page 18, line 6 - line 12 
page 24, line 6 - line 8 
page 29, line 4 - line 15 
figures 1,2,9 

EP 0 640 826 A (BECT0N DICKINSON) 
1 March 1995 (1995-03-01) 
cited in the application 
column 1. paragraph 1 
*golumn 2, line 42 - column 3, 
line 1 * 

* column 4, line 42 - <fcd>tamn 5, 
line 6 * 

*column 5, line 30 - column 6, 
line 2 * 

column 6, line 56 - column 7, 
line 4 * 

column 7, line 53 -column 8, line 16 
column 8, line 46 -column 9, line 15 
column 14, line 6 - line 26 
figures 1A, IB, 2-4, 13 

US 5 790 710 A (PRICE) 

4 August 1998 (1998-08-04) 

column 4, line 65 -column 5, line 25 
column 5, line 33 - line 35 
column 11, line 20 - line 26 
figure 1 

US 5 721 435 A (TROLL) 

24 February 1998 (1998-02-24) 

cited 1n the application 

abstract 

column 3, line 57 - line 65 
column 4, line 25 - line 32 
column 4, line 44 -column 5, line 18; 
figures 1-3 

M. BELLIS ET AL.: "La puce ADN: un 
multi-reacteur de paillasse" 
mEdecine SCIENCES, 

vol. 13, no. 11, 1997, pages 1317-1324, 
XP002106721 

cited 1n the application 

-/-- 


1-3,5 


1,3,4 


1,3 


1,8, 

10-13, 

15,16 


Form PCT/1SA/21 0 (continuation of »econd 6h«ol) (July 1 992) 


page 2 of 3 
01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT Interzonal Application No 

PCT/FR 99/02359 

C(Continuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 

Category * 

Citation of document, with Indication, where appropriate, of the relevant passages 

Relevant to dalm No. 

A 

A. MARSHALL ET AL. : "DNA chips: an array 

of possibilities" 

NATURE BIOTECHNOLOGY, 

vol. 16, January 1998 (1998-01), pages 

27-31, XP002106722 

cited 1n the application 



Form PCT/1SA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 


page 3 of 3 
01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 


Intentional Application No 

PCT/FR 99/02359 


Patent document 


Publication 

Patent family 


Publication 

cited in search report 


date 

members) 


date 

WO 9828623 

A 

02-07-1998 

AU 

5895898 A 

17-07-1998 

WO 9838490 

A 

03-09-1998 

US 

5989835 

A 

23-11-1999 




AU 

6667898 A 

18-09-1998 




AU 

3297197 A 

05-01-1998 




EP 

0912892 A 

06-05-1999 

EP 0640826 

A 

01-03-1995 

US 

5397709 

A 

14-03-1995 




AU 

679078 

B 

19-06-1997 




AU 

7020394 

A 

09-03-1995 




CA 

2130014 

A 

28-02-1995 




JP 

7163394 A 

27-06-1995 




JP 

8029116 

B 

27-03-1996 




US 

5595708 

A 

21-01-1997 

US 5790710 

A 

04-08-1998 

US 

5932872 

A 

03-08-1999 




AT 

177539 

T 

15-03-1999 




AT 

184113 

T 

15-09-1999 




AU 

2960395 

A 

25-01-1996 




CA 

2192986 

A 

18-01-1996 




DE 

69508248 

0 

15-04-1999 




DE 

69508248 

T 

04-11-1999 




DE 

69511903 

D 

07-10-1999 




EP 

0769159 

A 

23-04-1997 




EP 

0834758 

A 

08-04-1998 




ES 

2131838 

T 

01-08-1999 




JP 

10502466 

T 

03-03-1998 




WO 

9601438 

A 

18-01-1996 




US 

5548661 

A 

20-08-1996 




US 

5856665 

A 

05-01-1999 

US 5721435 

A 

24-02-1998 

NONE 





Form PCT/ISA/21 0 (patent Unrfy annex) (Wy 1992) 


01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


Dem-ide Internationale No 

PCT/FR 99/02359 


A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA OEMANDE , 

CIB 7 601N33/543 G01N21/64 


Salon la classlfl cation Intemationalo dee brevets (CIB) ou a la tots so Ion la classification natbnale ot la CIB 


B. OOMAINES SUR LES QUELS LA RECHERCHE A PORTE 


Documentation mlnlmale consultee {system© de classification suivi dee symbolee de claesement) 

CIB 7 G01N 


Documentation consultee autre que la documentation mlnlmale dans la mesure ou ces documents reldvent des domaines sur iesquela a porte la recherche 


Base de donneee eiectronlque consultee au cours de la recherche internationals (nom de la base de donneee, et el realisable, termes de recherche utilises) 


C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Catdgorie • 

Identification dee documents cites, avec, le cas Gcheant, I'lndlcatlon des passages pertinents 

no. des revendlcatlons vtseea 

A 

WO 98 28623 A (GAMERA BIOSCIENCE) 

1,5,7,8, 


2 julllet 1998 (1998-07-02) 

10,11. 


dt6 dans la demande 

13,27 


abrege 


page 5, 11gne 19 - ligne 21 



page 11, Hgne 26 - Hgne 29 



page 13, Hgne 25 -page 14, Hgne 9 



page 14, Hgne 25 - ligne 27 



page 15, ligne 8 - ligne 16 



page 15, ligne 21 -page 17, Hgne 5 



page 17, ligne 11 - Hgne 20 



page 17, Hgne 26 -page 18, Hgne 9 



page 21, ligne 24 - ligne 26 



page 23, Hgne 17 - ligne 21 



page 24, ligne 11 - ligne 14 



page 33, ligne 15 -page 34, Hgne 4 



figures 1C,5D 



figures 6A,6B,6C 



-/- 



^ Voir la suite du cadre C pour ia fin de la Hste des documents |)( j Los documents de families de brevets sont Indlques en annexe 


* Categories sped ales de documents cites: 

"A" document defintesant Petat general de la technique, non 

consldere comme partial lierement pertinent 
"E" document arrterleur, male publle a ta date de depot International 

ou apree cette date 
"L H document pouvant jeter un doute sur une revendicatlon de 

priority ou cite pour determiner ta date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison specials (teile qu'indlquee) 
"O" document se referent a une divulgation orate, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant (a date de depot International, mais 
posterieurement a la date de priortte revendlquee 


'T' document utteneur puttie apres la date de depot International ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mats cite pour comprendre le princfpe 
ou la theorle constltuant la base de I'lnventlon 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tlon reyendlquee rte peut 
etre considered comme nouvelle ou comme Impliquant une actlvlte 
Inventive par rapport au document consldere isoiement 

"Y" document particulierement pertinent; Nnven tlon revendlquee 
ne peut etre consweree comme impliquant une actlvlte Inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de m6me nature, cette combinalson etant evident* 
pour une personne du metier 

"A" document qui fait partie de la meme famille de brevets 


Date a laquelle la recherche Internationale a ete effective me nl achevee 

5 Janvier 2000 

Date d'expeditlon du present rapport de recherche Internationale 

12/01/2000 

Nom et adresse postals de radmlnlstratlon charge* de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P.a 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV RlJswIJk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax* (+31-70) 340-3016 

Fonctlonnaire autortee 

Thomas, R.M, 


Formulalre PCTrtSA/210 (deuxlemt feiiD*) 0JU\ 1992) 


page 1 de 3 
01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


Demu„d© Internationale No 

PCT/FR 99/02359 


C.(suite) DOCUMENTS CONSIOERES COMME PERTINENTS 


Categoric « Identification dee document* cltea, avec.te cae echeant. I'lndicationdee paeeagea pertinents 


no. dea revendicatlona vtsees 


WO 98 38490 A (BIODX) 

3 septembre 1998 (1998-09-03) 

dt6 dans la demande 


1-3,5 


10, 
16, 
18, 


page 
page 
page 
page 24, 
page 29, 
figures 


ligne 7 - llgne 20 

llgne 13 -page 17, ligne 22 

11gne 6 - Hgne 12 

Hgne 6 - Hgne 8 

Hgne 4 - ligne 15 

1,2,9 


EP 0 640 826 A (BECTON DICKINSON) 
1 mars 1995 (1995-03-01) 
dt£ dans la demande 
colonne 1, alinea 1 

* colonne 2, ligne 42 - colonne 3, 
ligne 1 * 

* colonne 4, ligne 42 - colonne 5, 
ligne 6 * 

* colonne 5, ligne 30 - colonne 6, 
ligne 2 * 

* colonne 6, ligne 56 - colonne 7, 
ligne 4 * 

colonne 7, ligne 53 -colonne 8, ligne 16 
colonne 8, ligne 46 -colonne 9, ligne 15 
colonne 14, ligne 6 - ligne 26 
figures 1A, IB, 2-4,13 

US 5 790 710 A (PRICE) 
4 aoQt 1998 (1998-08-04) 
colonne 4, Hgne 65 -colonne 5, Hgne 25 
colonne 5, ligne 33 - ligne 35 
colonne 11, llgne 20 - ligne 26 
figure 1 

US 5 721 435 A (TROLL) 
24 fevrier 1998 (1998-02-24) 
cite dans la demande 
abrege 

colonne 3, llgne 57 - ligne 65 
colonne 4, ligne 25 - ligne 32 
colonne 4, ligne 44 -colonne 5, ligne 18; 
figures 1-3 

M. BELLIS ET AL.: "La puce ADN: un 
multi-reacteur de paillasse" 
M^DECINE SCIENCES, 

vol. 13, no. 11, 1997, pages 1317-1324, 

XP002106721 

cite dans la demande 

-/-- 


1,3,4 


1,3 


1,8, 

10-13, 

15,16 


RxmuJalro PCTflSA/210 (siite do la dtuxitnw fouJDs) (Julie* 1 992) 


page 2 de 3 
01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


Demibde Internationale No 


PCT/FR 99/02359 


C(SUlts) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Categort. • 

Identification dot document* cites, avee,le eae echdant, I'lndlcatlondes passages pertinents 

no. dea revsndications vlsees 

A 

A. MARSHALL ET AL.: "ONA chips: an array 

of possibilities" 

NATURE BIOTECHNOLOGY, 

vol. 16, Janvier 1998 (1998-01), pages 

27-31, XP002106722 

cite dans la demande 



Foimutelre PCT/1SA/210 d« la d»u)d«m9 foulllo) flufflo, 1992) 


page 3 de 3 
01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Rensolgnomonts relatlft aux membce* de famine* do brevet* 

O»m*jido Internationale No 

PCT/FR 99/02359 

Document brevet cite 
au rapport de recherche 

Date de 
publication 

Membre(s) de la 
famine de brevet(s) 

Date de 
publication 


WO 9828623 A 02-07-1998 AU 5895898 A 17-07-1998 


WO 9838490 A 03-09-1998 US 5989835 A 23-11-1999 

AU 6667898 A 18-09-1998 

AU 3297197 A 05-01-1998 

EP 0912892 A 06-05-1999 


EP 0640826 


01-03-1995 


US 5790710 


04-08-1998 


US 

5397709 

A 

14-03-1995 

AU 

679078 

B 

19-06-1997 

AU 

7020394 

A 

09-03-1995 

CA 

2130014 A 

28-02-1995 

JP 

7163394 A 

27-06-1995 

JP 

8029116 

B 

27-03-1996 

US 

5595708 

A 

21-01-1997 

US 

5932872 

A 

03-08-1999 

AT 

177539 

T 

15-03-1999 

AT 

184113 

T 

15-09-1999 

AU 

2960395 

A 

25-01-1996 

CA 

2192986 

A 

18-01-1996 

DE 

69508248 

D 

15-04-1999 

DE 

69508248 

T 

04-11-1999 

DE 

69511903 

D 

07-10-1999 

EP 

0769159 

A 

23-04-1997 

EP 

0834758 

A 

08-04-1998 

ES 

2131838 

T 

01-08-1999 

OP 

10502466 

T 

03-03-1998 

WO 

9601438 

A 

18-01-1996 

US 

5548661 

A 

20-08-1996 

US 

5856665 

A 

05-01-1999 


US 5721435 A 24-02-1998 AUCUN 


FormutoJre PCT/ISA/210 {annexe families de brevets) (Jufllet 1S92) 


01/07/2004, EAST Version: 1.4.1 


